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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft kristalline Formen der Glucokinase von ausreichender GroBe und Qualitat um Struktur- 
daten mittels Rontgenkristallographie zu erhalten und Verfahren zum Ziichten solcher Kristalle. 
5 [0002] Glucokinase (GK) ist eine von vier Hexokinasen, die in Saugern gefunden worden sind [Colowick, S.P., in The 
Enzymes, Bd. 9 (P. Boyer, Hrsg.) Academic Press, New York, NY, S. 1-48, 19731. Die Hexokinasen katalysieren den er- 
stcn Schritt dcs Glucoscmctabolismus, d. h. die Umwandlung von Glucose zu Glucosc-6-Phosphat. Glucokinase hat cine 
begrenzte zellulare Verteilung und wird vornehmlich in pankreatischen (3-Zellen oder Parenchymzellen der Leber gefun- 
den. Zusatzlich ist GK ein Geschwindigkeits-kontrollierendes Enzym des Glucosemetabolismus in diesen beiden Zellty- 

10 pen, von denen bekannt ist, dass sie eine entscheidende Rolle bei der Glucose-Homoostase des ganzen Korpers spielen 
[Chipkin, S.R., Kelly, K.L, und Ruderman, N.B. in Joslin's Diabetes (C.R. Khan und G.C. Wier, Hrsg.), Lea und Febiger, 
Philadelphia, PA, S. 97-115, 1994]. Die Glucosekonzentration bei der die GK eine halbmaximale Aktivitat zeigt ist an- 
nahernd 8 mM. Die anderen drei Hexokinasen sind bei deutlich geringeren Konzentrationen (<1 mM) gesattigt. Daher 
steigt der Glucosefluss durch den GK-Stoffwechselweg an, wenn sich die Glucosekonzentration im Blut nach einer koh- 

15 lenhydrathaltigen Mahlzeit von Fasten(5 mM)- zu Postprandial(~10-15 mM)-Spiegeln erhoht [Printz, R.G., Magnuson, 
M.A., und Granner, D.K. in Ann. Rev. Nutrition Bd. 13 (R.E. Olson, D.M. Bier, und D.B. McCormick, Hrsg.), Annual 
Review, Inc., Palo Alto, CA, S. 463^196, 1993]. Diese Erkenntnisse trugen vor uber einem Jahrzehnt zur Hypothese bei, 
dass GK als Glucosesensor in p-Zellen und Hepatocyten f'ungiert (Meglasson, M.D. und Matschinsky, F.M. Amer. J. 
Physiol. 246, E1-E13, 1984). In den letzten Jahren haben Untersuchungen an transgenen Tieren bestatigt, dass GK tat- 

20 siichlich eine entscheidende Rolle bei der Glucose-Homoostase des ganzen Korpers spielt. Tiere, die keine GK exprimie- 
ren sterben innerhnlb weniger Tage nach derGeburt mit schwerer Diabetes, wahrend Tiere, die GK uberexprimieren eine 
verbesserte Glucosetoleranz aufweisen (Grupe, A., Hultgren, B., Ryan, A. et al., Cell 83, 69-78, 1995; Ferrie, T, Riu, E., 
Bosch, F. ct al, FASEB J., 10, 1213-1218, 1996). Werden P-Zcllcn in crhohtcm Mafic Glucose ausgesctzt, ist dies uber 
GK-Kopplung in den (J-Zellen mit einer erhohten Insulinausscheidung verbunden. Werden Hepatocyten in erhohtem 

25 Mafie Glucose ausgesetzt, ist dies uber GK-Kopplung in den Hepatocyten mit erhohter Glykogenablagerung und viel- 
leicht reduzierter Glucoseproduktion verbunden. 

[0003] Die Erkenntnis, dass Typ E- Diabetes, das bei jungen Erwachsenen ausbricht (MODY-2, "maturity-onset diabe- 
tes of the young") durch Mutationen im GK-Gen vcrursachi wird. die /.um Verlust der Funktion fiihren, deutet daraufhin, 
dass GK auch als Glucosesensor im Menschen fungiert (Liang, Y, Kesavan, P., Wang, L. et al, Biochem. J. 309, 

30 167-173, 1995). Ein zusatzlicher Beweis, der die wichtige Rolle von GK bei der Regulierung des Glucose-Metabolismus 
im Menschen stiitzt, wird durch die Identifizierung von Patienten geliefert, die eine mutierte Form von GK mit erhohter 
Enzymaktivitat exprimieren. Diese Patienten zeigen eine Fasten-Hyperglykamie verbunden mit einem unangemessen er- 
hohten Plasma-Insulinspiegel (Glaser, B., Kesavan, P., Heyman, M. et al., New England J. Med. 338, 226-230, 1998). 
Obwohl bei einem GroBteil der Patienten mit Typ il-Diabetes keine Mutationen des GK Gens gefunden werden, sind 

35 Verbindungen die GK aktivieren und dadurch die Empfindlichkeit des GK-Sensorsysiem erhohen immer noch filr die 
Behandlung der hyperglykamischen Charakteristiken aller Typ II-Diabetes niitzlich. Glucokinase-Aktivatoren steigern 
den Fluss des Glucose-Metabolismus in fi-Zellen und Hepatocyten, der mit einer erhohten Insulinausscheidung verbun- 
den ist. Solche Mittel waren ftir die Behandlung von Typ II-Diabetes niitzlich. 

[0004] Es wird oft vcrsucht die Kristallstruktur solcher Protcinc zu bestimmen, insbesonderc bei Anstrcngungcn den 
40 Mechanismus aufzuklaren, der der Kinase-Aktivierung unterliegt. Die Kristallstrukturen verschiedener Hexokinasen 
sind veroffentlicht worden. Siehe z. B. A.E. Aleshin, C. Zeng, G.P. Bourenkov, H.D. Bartunik. H J. Fromm & R.B. Hon- 
zatko "The mechanism of regulation of hexokinase: new insights from the crystal structure of recombinant human brain 
hexokinase complexed with glucose and glucose-6-phosphate" Structure 6, 39-50 (1998); W.S. Bennett, Jr. & T.A. Steitz 
"Structure of a complex between yeast hexokinase A and glucose I. Structure determination and refinement at 3.5 A re- 
45 solution" J. MoLBiol. 140, 183-209 (1978); und S. Ito, S. Fushinobu, I. Yoshioka, S. Koga, H. Matsuzawa & T. Wakagi 
"Structural Basis for the ADP-Specificity of a Novel Glucokinase from a Hyperthermophilic Archaeon" Structure 9, 
205-214 (2001). Trotz dieser Berichte versuchten Forscher, die wussten wie man Kristalle der betreffenden Hexokinasen 
erhalt, erfolglos Kristalle von jeder Sauger-Glucokinase zu erhalten. 

[0005] Die Anmelder haben Verfahrensanweisungen gefunden, welche die Kristallisation von Sauger-Glucokinase mit 
50 oder ohne einen gebundenen allosterischen Liganden ermoglichen. Die Kristallstruktur wurde mit Hilfe von Rontgenkri- 
stallographie bei einer Auflosung von 2.7 A gelost. Siehe Fig. 3 und 4. Daher betrifft die Erfindung eine kristalline Form 
der Glucokinase und eine kristalline Form eines Komplexes der Glucokinase mit einem allosterischen Liganden. Die Er- 
findung betrifft ferner ein Verfahren zur Erzeugung von Glucokinasekristallen mit oder ohne einen gebundenen alloste- 
rischen Liganden. 

55 [0006] Fig. 1 zeigt Glucokinasc-Co-Kristallc mit P6(5)22-Symmctric, 

[0007] Fig. 2 zeigt die Aminosauresequenz einer exprimierten Glucokinase, die zur Kristallisation verwendet wurde. 
[0008] Fig. 3 zeigt ein Banderdiagramm der Struktur von Glucokinase, das die a-Helices und die R-Faltblatter zeigt. 
[0009] Fig. 4 zeigt die Atomstrukturkoordinaten der Glucokinase gebunden an 3-Cyklopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thia- 
zol-2-yl-propionamid. 

60 [0010] Die vorliegende Erfindung betrifft kristalline Formen von Sauger-Glucokinase mit oder ohne an der allosteri- 
schen Stelle gebundenem Liganden, wobei die Kristalle von ausreichender Qualitat und GroBe sind um die dreidimen- 
sionale Rontgen-Beugungs-Straktur zu einer Auflosung von etwa 2,0 A bis etwa 3,5 A zu bestimmen. Die Erfindung be- 
trifft auch Verfahren zur Herstellung und Kristallisation der Glucokinase. Die kristallinen Formen der Glucokinase sowie 
die von ihren Kristallstrukturen abgeleiteten Informationen konnen verwendet werden um die Glucokinase- Aktivitat zu 

65 analysieren und zu modifizieren, sowie um Verbindungen zu identifizieren, die mit der allosterischen Stelle in Wechsel- 
wirkung treten. 

[0011] Die Kristalle der Erfindung schlieBen Apo-Kristalle und Co-Krislalle ein. Die Apo-Kristalle der Erfindung um- 
fassen normalerweise im Wesentlichen reine Glucokinase. Die Co-Kristalle umfassen normalerweise im Wesentlichen 
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reine Glucokinase mit einem an der allosterischen Stelle gebundenen Liganden. 

[0012] Es ist so zu verstehen, dass die kristallinen Glucokinasen der Erfindung nicht. auf natiirlich vorkommende oder 
native Glucokinasen begrenzt sind. Tatsachlich schlieBen die Kristalle der Erfindung auch Mutanten der nativen Gluco- 
kinasen ein. Mutanten der nativen Glucokinasen werden erhalten durch Austausch von mindestens einem Aminosaure- 
rest in einer nativen Glucokinase-Domane durch einen unterschiedlichen Aminosaurerest, oder durch Hinzufugen oder 5 
Deletieren von Aminosaureresten innerhalb des nativen Polypeptids oder am N- oder C-Terminus des nativen Polypep- 
tids, und habcn im Wcscntlichcn die gleiche dreidimensionale Struktur wic die native Glucokinase von der die Mutantc 
abgeleitet ist. 

[0013] Unter "hat im wesentlichen die gleiche dreidimensionale Struktur" ist zu verstehen, dass man einen Satz von 
Atomstrukturkoordinaten eines Apo- oder Co-Kristalls hat, deren Standardabweichnung weniger als oder gleich etwa 10 
2 A ist, wenn sie mit den Atomstrukturkoordinaten der nativen Glucokinase von der die Mutante abgeleitet ist, iiberlagert 
werden und wenn mindestens etwa 50% bis etwa 100% der a-Kohlenstoffatome der nativen Glucokinase bei der Uber- 
lagerung eingeschlossen sind. 

[0014] In einigen Fallen, um z. B. die Reinigung des Polypeptids usw. zu unterstiitzen, kann es besonders vorteilhaft 
oder giinstig sein, Aminosaureresfe einer nativen Glucokinase-Domane zu ersetzen, zu entfernen und/oder hinzuzufiigen 15 
um passende Clonierungsstellen in der cDNA bereitzustellen, die fur das Polypeptid codiert. Solche Substitutionen, De- 
letionen und/oder Additionen, welche die dreidimensionale Struktur der nativen Glucokinase im Wesentlichen nicht ver- 
andern sind fiir den Fachmann offensichtlich. 

[0015] Es sollte angemerkt werden, dass die hier in Erwagung gezogenen Mutanten keine Glucokinase- Aktivitat zei- 
gen miissen. Tulslichlich v ci den Aminosaure-Substitutionen, -Additionen oder -Deletionen, die die Kinase- Aktivitat der 20 
Glucokinase beeintrachtigen, die aber die dreidimensionale Struktur der Domane nicht significant andern, bei der Erfin- 
dung speziell in Betracht gezogen. Solche kristallinen Polypeptide oder die davon erhaltenen Atomstrukturkoordinaten 
konnen verwendet werden um Vcrbindungcn zu identifizicren, die an die native Domane binden. Dicsc Vcrbindungcn 
konnen die Aktivitat oder die native Domane beeinftussen. 

[0016] Die abgeleiteten Kristalle der Erfindung umfassen im Allgemeinen ein kristallines Glucokinase-Polypeptid in 25 
kovalenter Bindung mit einem oder mehreren Schwermetallatomen. Das Polypeptid kann einer nativen oder einer mu- 
tierten Glucokinase entsprechen. Schwermetallatonie. die niit/.lich sind um abgeleitete Kristalle bereitzustellen, schlie- 
Ben beispielhaft und nicht begrenzend Gold und Quecksilber cin. Alternativ konnen abgeleitete Kristalle aus Proteinen 
erzeugt werden, die Schwemietallatome in einer oder mehreren Aminosauren eingebaut haben, uvie bei Selen-Methio- 
nin-Substitutionen fiir Methionin. 30 
[0017] Die Co- Kristalle der Erfindung umfassen im Allgemeinen ein kristallines Glucokinase-Polypeptid in Verbin- 
dung mit einer oder mehreren Verbindungen an der allosterischen Stelle des Polypeptids. Die Bindung kann kovalent 
oder nicht kovalent sein. 

[0018] Die hierin beschriebenen nativen und mutierten Glucokinase- Polypeptide konnen aus nattirlichen Quellen iso- 
liert werden oder tiber Verfahren, die dem Fachmann der Molekularbiologie gut bekannt sind, hergestellt werden. Die 35 
Expressionsvektoren, die verwendet werden sollen, konnen eine codierende Sequenz des nativen odor mutierten Gluco- 
kinase-Polypeptids und geeignete transkriptionelle und/oder translatorische Kontrollsignale enthalten. Diese Verfahren 
schlieBen in viiro-DNA-Rekomhinaiions- Verfahren, synthetische Verfahren und in vivo-Rckonibinalion/genetische Re- 
kombination cin. Sichc z. B. das in Maniatis ct. al, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, NY; and Ausubel et. al, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wi- 40 
ley Interscience, NY beschriebene Verfahren. 

[0019] Eine Vielzahl von Wirt-Expressionsvektor-Systemen konnen verwendet werden, um die Glucokinase codie- 
rende Sequenz zu exprimieren. Diese schlieBen ein ohne darauf begrenzt zu sein: Mikroorganismen wie mit rekombinan- 
ter Bakteriophagen-DNA transformierte Bakterien; Plasmid-DNA- oder Cosmid-DNA-Expressionsvektoren, die die 
Glucokinase codierende Sequenz enthalten; Hefe, transformiert mit rekombinanten Hefe-Expressionsvektoren, die die 45 
Glucokinase codierende Sequenz enthalten; Insektenzellsysteme, infiziert mit rekombinanten Virus-Expressionsvekto- 
ren (z. B. Baculovirus), die die Glucokinase codierende Sequenz enthalten: Pflanzenzellsysteme. infiziert mit rekombi- 
nanlcn Virus-Fxpressionsvekioren [/,. B. Blumeiikohl-Mosaikvirus, CaMV; Tabak-Mosaikvirus, TMV) oder transfor- 
miert mit rekombinanten Plasmid-Expressionsvektoren (z. B. Ti-Plasmid), die die Glucokinase codierende Sequenz ent- 
halten; oder Tierzellsysteme. Die Expressionselemente dieser Systeme variieren in ihrer Starke und Spezifitaten. Abhan- 50 
gig vom verwendeten Wirt/Vektor-System konnen beliebige einer Reihe von geeigneten Transkriptions- und Translati- 
onselementen verwendet werden, einschlieBlich konstitutive und induzierbare Promotoren wie pL des Bakteriophagen u, 
plac, ptrp, ptac (ptrp-lac-Hybrid-Prormotor) und ahnliche. Bei der Glonierung in Insekten-Zellsystemen konnen Promo- 
toren, wie der Baculovirus-Polyhedrin-Promotor, verwendet werden. Bei der Clonierung in Pflanzenzellsystemen kon- 
nen Promotoren, die von einem Pflanzcnzcllgcnom (z. B. Hitzcschock-Promotorcn, der Promotor fiir die klcinc Unter- 55 
einheit des RUBISCO; der Promotor fiir das Chlorophyll a/b Bindungsprotein) oder von Pflanzenviren abgeleitet sind 
(z. B. Wer 35S-RNA-Promotor von CaMV, der Hullenprotein-Promotor von TMV) verwendet werden. Bei der Clonie- 
rung in Saugerzellsystemen konnen Promotoren, die vom Genom von Saugerzellen (z. B. Metallothionein-Promotor) 
oder von Sauger-Viren abgeleitet sind (z. B. der spate Adenovirus-Promotor; der Vacciniavirus 7. 5K- Promotor) verwen- 
det werden. Wenn Zelllinien erzeugt werden, die mehrere Kopien der Glucokinase codierenden Sequenz enthalten, kon- 60 
nen S V40-, BPV- und EBV- basierende Vektoren mit einem geeigneten selektierbaren Marker verwendet werden. 
[0020] Die Apo-, abgeleiteten und Co-Kristalle der Erfindung konnen mit Hilfe der in dem Fachgebiet der Proteinkri- 
stallographie gut bekannten Verfahren, einschlieBlich Batch-, Fliissigbriicken-, Dialyse-, Dampfdiffusionsverfahren und 
dem Verfahren des hangenden Tropfens erhalten werden (siehe z. B. McPherson, 1982, Preparation and Analysis of Pro- 
tein Crystals, John Wiley, NY; McPherson, 1990, Eur. J. Biochem. 189: 1-23; Webber, 1991, Adv. Protein Chem. 41: 65 
1-36; Crystallization of Nucleic Acids and Proteins, herausgegeben von Arnaud Ducruix and Richard Giege, Oxford 
University Press; Protein Crystallization Techniques, Strategies, and Tips, herausgegeben von Terese Bergfors, Interna- 
tional University Line, 1999). Im Allgemeinen werden die Apo- oder Co-Kristalle der Erfindung geziichtet durch Ein- 
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bringen eines im Wesentlichen reinen Glucokinase-Polypeptids in einen wassrigen Puffer, der ein Fallungsmittel in einer 
Konzentration enthalt, die gerade unterhalb derer liegt, die notig ist um das Protein auszufallen. Das Wasser wird dann 
aus der Losung durch kontrollierte Verdampfung entfernt, um Kristallisationsbedingungen zu erzeugen, die aufrechter- 
halten werden bis das Kristallwachstum beendet ist. 
5 [0021] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden Apo- oder Co-Kristalle mit Hilfe von Dampf- 
diffusion geziichtet. Bei diesem Verfahren wird der Polypeptid/Fallungsmittel- Losung ermoglicht in einem geschlosse- 
ncn Bchaltcr mit cincm groBcrcn Wasscrrcscrvoir, das cine Fallungskonzcntration aufweist, die fur die Erzeugung des 
Kristalls optimal ist, zu aquilibrieren. Im Allgemeinen wird weniger als etwa 10 pi der im wesentlichen reinen Polypep- 
tidlosung mit einem gleichen Volumen der Reservoirlosung vermischt, wodurch eine Fallungsmittelkonzentration von 

10 etwa der Halfte der fiir die Kristallisation erforderlichen erhalten wird. Diese Losung wird in Form eines Tropfchens un- 
terhalb eines Deckglaschens suspendiert, das den oberen Teil eines Reservoirs dicht verschlieBt. Der verschlossene Be- 
halter wird einen Tag bis ein Jahr, normalerweise etwa 2-6 Wochen, stehen gelassen bis Kristalle wachsen. 
[0022] Fiir die Kristalle der Erfindung ist gefunden worden, dass hangende Tropfen, die etwa 2-5 pi Glucokinase 
(9-22 mg/ml in 20 mM Tris, pH 7,1, gemessen bei Raumtemperatur, 50 mM NaCl, 50 mM Glucose, 10 mM DTT und 

15 gegebenenfalls 0,2 mM EDTA) und eine gleiche Menge Reservoirlosung (16-25% Gew./Vol. Polyethylenglykol mit ei- 
nem mittleren Molekulargewicht von etwa 8000 bis etwa 10000 Dalton, 0,1-0,2 M Tris oder Bistris oder Hepes oder 
Ammoniumphosphat-Puffer, pH 6,9-7,5, 8-10 mM DTT, 0-30% gesattigte Glucose) enthalten und etwa 3^1 Wochen 
bei 4-6°C iiber 0,5 bis 1,0 ml Reservoir- Puffer suspendiert wurden, Kristalle bereitstellten, die fur hochauflosende Ront- 
genstrukturanalyse geeignet waren. Besonders bevorzugte Bedingungen waren: etwa 2-5 pi Glucokinase (10 mg/ml in 

20 20 mM Tris, pH 7,1, gemessen bei Raumtemperatur, 50 mM NaCl, 50 mM Glucose, 10 mM DTT und gegebenenfalls 
0,2 mM EDTA) und eine gleiche Menge Reservoirlosung (22,5% Gew./Vol. Polyethylenglykol mit einem mittleren Mo- 
lekulargewicht von etwa 10000 Dalton, 0. 1 M Tris, pH 7,08, 10 mM DTT, 20% Glucose) wurden iiber 0,5 bis 1,0 ml Re- 
servoir-Puffer etwa 3^4 Wochen bei 4-6°C suspendiert. 

[0023] Das optimale Verfahren zur Ziichtung von Kristallen, die groB genug sind um damit Daten zu sammeln, um- 

25 fasste ein erstes Aufstreifen von 3^1 pi Proteinlosung auf dem Deckglaschen, gefolgt vom Aufstreifen von 3-4 pi Wan- 
nenlosung auf den verlangerten Tropfen des Proteins unter Bildung eines Tropfchens, das wie der Buchstabe "X" ge- 
formt war. Vor der Entdeckung der gekreuzten Tropfentechnik lieferten die meisten Tropfen Scbauer aus kleinen Kristal- 
len, die fiir den Zweck der Datensammlung nicht groB genug waren. Durch die gekreuzten Tropfen wird ermoglicht, dass 
sich Gradienten von Protein und Fallungsmittel bilden, wenn sich die beiden Losungen langsam vermischen und die re- 

30 sultierende Kinetik der Kristallkeimbildung und des -wachstums sind optimal zur Ziichtung einer kleinen Anzahl groBer 
Kristalle in jedem gekreuzten Tropfen. Einfaches Zusammenmischen von Protein- und Fallungsmittel-Losungen in ei- 
nem einzelnen runden Tropfen erzeugt oft eine Uberfiille von Keimen, die zu einer endgiiltigen GroBe wuchsen, die zum 
Zweck der Dal disannulling /.u klcin isi. Die Kristalle crscheinon gewohnlich 5 Tage nach dem Ansclzcn. Die Kristalle 
wachsen in Form von hexagonalen Bipyramiden, die typischerweise Dimensionen von 0,2 x 0,2 x 0,4 mm erreichen, ob- 

35 wohl oftmals groBere Kristalle beobachtet werden. Fig. 1 zeigt gezuchtete Kristalle. 

[0024] Die Kristalle konnen vor der Datensammlung eingefroren werden. Die Kristalle werden entweder durch (a) 
20-30% gesattigte Glucose, anwesend im Kristallisationsansatz, (b) Ethanol zugesetzt zu 15-20%, (c) Ethylenglykol zu- 
gesetzt zu 10-20% und PEG 10000 aufgebracht bis 25% oder (d) Glycerin zugesetzt zu 15% vor Frost geschiitzt werden. 
Die Kristalle werden entweder kurz in ein Frostschutzmittcl cingctaucht oder fiir Zcitspanncn von cincm Tag im Frost- 

40 schutzmittel eingeweicht. Das Einfrieren erfolgt durch Eintauchen des Kristalls in einem Bad aus fliissigem Stickstoff 
oder durch Einbringen des Kristalls in einen Strom aus Stickstoffgas bei 100 K. 

[0025] Die Mosaikstreuung der gefrorenen Kristalle konnte manchmal durch Umkristallisieren ("annealing") vermin- 
dert werden, wobei der kalte Stickstoffstrom kur/./eitig hlockiert wird, wodurch dem gefrorenen Kristall ermoglicht 
wird, fur einen Moment aufzutauen bevor er im Stickstoffgasstrom erneut gefriert. Ein anderes Verfahren, das bei der Da- 

45 tensammlung manchmal hilfreich war, war eher eines der Enden der hexagonalen Bipyramide als den Mittelteil im Ront- 
genstrahl zu zentrieren. Die Mosaikstreuung kann manchmal mil Hilfe dieses Verfahrens reduziert werden. 
[0026] Die Beugungsdaten, die sich typischerweise bis 2,7 A erstreckten, wurden von den gefrorenen Kristallen auf 
dem Synchroton Beamline X8C der National Synchrotron Light Source in Brookhaven, New York, gesammelt. Unter 
optimalen Bedingungen wurden Daten aufgenommen, die sich bis 2,2 A erstrecken. Siehe Fig. 3 und 4 fiir die Auflosung. 

50 Die Raumgruppe der Kristalle wurde als P6(5)22 wahrend dem Lauf fiir die Auflosung der Kristallstruktur bestimmt. Die 
Kristalle haben die Elementarzell-Dimensionen a = b = 79,62 +/-0,60 A, c = 321,73 +/-3/70 A, ay = P = 90°, y = 120°. 
Die Kristalle sind in einem hexagonalen System mit P6(5)22-Symmetrie. 

[0027] Der Fachmann wird natiirlich erkennen, dass die oben beschriebenen Kristallisationsbedingungen variiert wer- 
den konnen. Solche Variationen konnen alleine oder in Kombination verwendet werden und schlieBen ein: Polypeptid- 

55 losungen, die Polypcp'tidkonzcntrationcn zwischen 1 mg/ml und 60 mg/ml enthalten, allc im Handel crhaltlichcn Puffcr- 
systeme, die den pH-Wert von etwa 6,5 bis 7,6 aufrechterhalten konnen, Tris-HCl-Konzentrationen zwischen 10 mM 
und 200 mM, Dithiothreit-Konzentrationen zwischen 0 mM und 20 mM, vorzugsweise zwischen 8 und 10 mM, den 
Austausch von Dithiothreit durch P-Mercaptoethanol oder andere in der Fachwelt bekannte, aquivalente Glucosekonzen- 
trationen zwischen 0% Gew./Vol. und 30% Gew./Vol. , oder der Austausch von Glucose durch andere Zucker von denen 

60 bekannt ist, dass sie Glucokinase binden und Reservoirlosungen die Polyethylenglykol (PEG)-Konzentrationen zwi- 
schen etwa 10% und etwa 30% enthalten, Polyethylenglykol mittlerer Molekulargewichte zwischen etwa 1000 und etwa 
20000 Dalton, alle im Handel erhaltlichen Puffersysteme, die den pH-Wert von etwa 6,5 bis etwa 7,6 aufrechterhalten 
konnen, Dithiothreit-Konzentrationen zwischen 0 mM und 20 mM, den Austausch von Dithiothreit durch P-Mercapto- 
ethanol oder andere in der Fachwelt bekannte SH-Gruppen enthaltende Aquivalente oder den Austausch von Glucose 

65 durch andere Zucker von den bekannt ist, dass sie Glucokinase binden und die Temperatur liegt im Bereich von 4 und 
20°C. 

[0028] Die abgeleiteten Kristalle der Erfindung konnen durch Einweichen der Apo- oder Co-Kristalle in der Mutler- 
lauge, die Salze der Schwermetallatome enthalt, gemaB dem Fachmann bekannter Verfahren der Rontgenkristallographie 
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erhalten werden. 

[0029] Die Co-Kristalle der Erfindung konnen durch Einweichen eines Apo-Kristalls in Mutterlauge, die einen Ligan- 
den enthalt, der an der allosterischen S telle bindet, erhalten werden oder kann durch Co-Kristallisieren des Glucokinase- 
polypeptids in Anwesenheit von einem oder mehreren Liganden, die an der allosterischen Stelle binden, erhalten werden. 
Co-Kristalle werden vorzugsweise mit einem Glucokinaseaktivator erzeugt, offenbart in: US Pat. Nr. 6,320,050; US Pat. 5 
Anm. 09/532,506, eingereicht am 21. Marz 2000; US Pat. Anm. 09/675,781, eingereicht am 28. September 2000; US Pat. 
Anm. 09/727,624, eingereicht am 1. Dczcmbcr 2000; US Pat. Anm. 09/841,983, eingereicht am 25. April 2001; US Pat. 
Anm. 09/843,466, eingereicht am 26. April 2001; US Pat. Anm. 09/846,820, eingereicht am 1. Mai 2001; US Pat. Anm. 
09/846,821, eingereicht am 1. Mai 2001; US Pat. Anm. 09/905,152, eingereicht am 13. Mi 2001; US Pat. Anm. 
09/924,247, eingereicht am 8. August 2001; vorlaufige US Pat. Anm. 60/251,637, eingereicht am 6. Dezember 2000; to 
oder vorlaufige US Pat. Anm. 60/318,715, eingereicht am 13. September 2001, wovon jede hierin durch Bezugnahme 
einbezogen ist. 

[0030] Die hierin beschriebenen Verfahren zum Erhalt der dreidimensionalen Strukturen der kristallinen Glucokina- 
sen, sowie der Atomstrukturkoordinaten sind in dem Fachgebiet gut bekannt (siehe, z. B., D.E. McRee, Practical Protein 
Crystallography, herausgegeben von Academic Press, San Diego (1993), und die darin zitierten Referenzen). 15 
[0031] Die Kristalle der Erfindung und insbesondere die davon erhaltenen Atomstrukturkoordinaten linden eine breite 
Anwendung. Zum Beispiel sind die hierin beschriebenen Kristalle und Strukturkoordinaten insbesondere zur Identifizie- 
rung von Verbindungen niitzlich, die Glucokinasen aktivieren, als ein Weg im Hinblick auf die Entwicklung neuer The- 
rapeutika. Eine solche Verbindung ist 3-Cyclopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2-yl-propionamid und pharmazeutisch an- 
nehmbare Salze davon. Aus diesen Verbindungen konnen Arzneimittel entwickelt werden und die Verbindungen konnen 20 
zur Herstellung eines Medikaments verwendet werden, das diese Verbindung zur Behandlung von Hyperglykamie bei 
Typ-H Diabetes umfasst. 

[0032] Die hierin beschriebenen Strukturkoordinaten konnen als Phascnmodcllc zur Bcstimmung der Kristallstruktu- 
ren zusatzlicher, nativer oder mutierter Glucokinasen verwendet werden, ebenso konnen die Strukturen der Co-Kristalle 
solcher Glucokinasen mit daran gebundenen allosterischen Inhibitoren oder Aktivatoren bestimmt werden. Die Struktur- 25 
koordinaten sowie Modelle der davon erhaltenen dreidimensionalen Struktur konnen zur Aufklarung der auf der Losung 
basierenden Strukturen von nativen oder mutierten Glucokinasen verwendet werden, ebenso wie die uber NMR erhal- 
tene. Daher stellen die Kristalle und Atomstrukturkoordinaten der Erfindung ein zweckmassiges Mittel zur Aufklarung 
der Strukturen und Funktionen der Glucokinasen zur Verfiigung. 

[0033] Zum Zweck der Klarheit und Diskussion werden die Kristalle der Erfindung unter Bezugnahme auf spezielle 30 
Glucokinasen (lurch beispielhalie Apo-Krisiulle und Co-Kristalle beschrieben. Der Fachmann wird verstehen, dass die 
Prinzipien, die hier beschrieben werden, generell auf Kristalle von jeder Sauger-Glucokinase anwendbar sind, ein- 
schliel.ilich, aber nichi begren/.t, auf die Glucokinase aus Fig. 2. 

[0034] So wie hierin verwendet, bezieht sich "allosterische Stelle" im allgerneinen auf jede Ligandenbindungsslelle ei- 
ner Sauger-Glucokinase, die keine akdve Stelle des Enzyms ist. 35 
[0035] So wie hierin verwendet, bezieht sich "Apo-Kristall" auf Kristalle der Sauger-Glucokinase, die ohne gebunde- 
nen allosterischen Liganden erzeugt werden. 

[0036] So wie hierin verwendet, bezieht sich "allosterischer Ligand" auf jedes Molekiil, das spezifisclh an der alloste- 
rischen Stelle der Sauger-Glucokinase bindet. Bei cincr bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt der Co-Kri- 
stall der Erfindung einen an der allosterischen Stelle gebundenen Liganden, ausgewahlt aus der Gruppe: 40 
N-(5-Brompyridin-2-yl)-2-(3-chlor-4-methansulfonyl-phenyl)-3-cyclopentyl-propionamid, 2-(3-Chlor-4-methansulfo- 
nyl-phenyl)-3-cyclopentyl-N-(5-trifluormethyl-pyridi n-2-\ I )-propionamid, (2S)-2-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphe- 
ny I l-propionylamino]-thiazol-4-carbonsauremethylester, (2S)-{2-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyla- 
mino]-thiazol-5-yl}oxoessigsaureethylester, (2S)-{3-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido}-essig- 
sauremethylester, (2S)-l-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-3-(3-hydroxypropyl)-harnstoff, (2S)-{3-[3- 45 
Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido}-essigsaureethylester oder 3-Cyclopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thia- 
zol-2-yl-propionamid. 

[0037] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Verbindung, die ein Ligand ist, der an 
der allosterischen Stelle der Glucokinase bindet, durch Analysieren der Strukturkoordinaten des Co-Kristalls der Erfin- 
dung identifiziert. 50 
[0038] Die Erfindung betrifft auch eine Verbindung 




55 



und ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon. 

[0039] Weiterhin wird mit der Erfindung ein Arzneimittel bereitgestellt, das die hierin beschriebenen Verbindungen 
umfasst. Diese Verbindungen betreffen Verbindungen, die durch Analysieren der Strukturdaten des Co-Kristalls wie 
hierin beschrieben identifiziert werden, wobei die Verbindungen Liganden sind, die an der allosterischen Stelle der Glu- 65 
cokinase binden. Besonders bevorzugt ist ein Arzneimittel, das die Verbindung und ein pharmazeutisch vertragliches 
Salz davon umfasst. 

[0040] Die hierin beschriebenen Verbindungen und Arzneimittel sollen vorzugsweise zur Behandlung von Hyperglyk- 
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amie bei Typ II Diabetes eingesetzt werden. Insbesondere werden die Verbindungen zur Verwendung als therapeutischer 
Wirkstoff zur Reduzierung von Hyperglykamie bei Typ TT Diabetes hierein offenbart. 

Beispiele 

5 

Beispiel 1 

Expression und Reinigung der Glucokinase 

10 Expression von GK 

[0041] Die Glucokinase (GK) wurde als Glutathion S-Transferase (GST)-Fusionprotein in Escherichia coli exprimiert. 
Die Aminosauresequenz des Fusionsproteins ist in Fig. 2 angegeben. Das Expressionskonstrukt basiert auf dem Vektor 
pGEX-3X von Pharmacia, wie in Y. Liang, P. Kesavan, L. Wang, K. Niswender, Y. Tanizawa, M.A. Permutt, M.A. Ma- 
15 gnuson, F.M. Matschinsk)', Biochem. J. 309, 167 (1995) beschrieben. Das Konstrukt codiert eines der beiden Leber- Iso- 
zyme der iiiciiscHichen GK. Die GST-Markierung ist am N-Terminus des Konstrukts und ist durch eine Faktor-Xa- 
Spaltsteile von der codierenden Sequenz von GK getrennt. Nach der Reinigung des GST-Fusionsproteins wurde die 
GST-Fusionsmarkierung mit Faktor Xa- Protease entr'ernt, die auch fiinf Reste vom N-Terminus der GK entfernt. 

20 Reinigung der GK 

[0042] E. coli Zellen, die GST-GK exprimieren wurden in Lysepufifer (50 mM Tris, 200 nM NaCl, 5 inM EDTA, 
5 mM DTT, 1% NP-40, pH 7, 7) in Anwcscnhcit von Protcascinhibitorcn suspcndicrt, mit Lysozym bei 200 u/ml 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur inkubiert und 4x30 sek. bei 4°C beschallt. Nach dem Zentrifugieren, um unlosliches Mate- 

25 rial zu entfernen, wurde der Uberstand auf Glutathion-Sepharose geladen, mit Ly sepuffer und dann mit Ly sepuffer minus 
NP-40 gewaschen. GST-GK wurde mit Lysepuffer (minus NP-40), der 50 mM D-Glucose und 20 nnM Glutathion ent- 
hielt eluiert. Das eluierte Protein wurde konzentrierl und in 2( i mM iris, 100 mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 50 mM D-Glu- 
cose, 1 mM DTT, pH 7,7 dialysiert. Faktor Xa wurde bei einem Proteinverhaltnis von 1 : 100 GST-GK zugesetzt, gefolgt 
von der Zugabe von CaCl 2 bis 1 mM und die Probe wurde bei 4°C 48 Stunden inkubiert. Die Probe wurde der Glutathi- 

30 onsepharose zugesetzt und die ungebundene Fraktion gesammelt und konzentriert. Die Probe wurde dann mit Benzami- 
dinsepharose inkubiert, um Faktor Xa zu entfernen und die ungebundene Fraktion wurde gesammelt und auf eine Q-Se- 
pharosesaule, die mit 25 mM Bistris-Propan, 50 mM NaCl, 5 mM DTT, 50 mM D-Glueose und 5% Glyzerin (pH 7,0) 
aquilibriert war geladen. Das Protein wurde mit einem NaCl-Gradienten von 50^-00 mM eluiert. Fraktionen, die die ge- 
reinigte GK enthielten, wurden vereinigt, konzentriert und hltriert. 

35 

Beispiel 2 
Erzeugung des Apo-Kristalls 

40 [0043] 4 (il Glucokinase und 4 ul Fallungsmittel wurden vermischt und gegen die Fallungslosung bei 4°C aquilibriert. 
Die Glucokinaselosung bestand aus 22 mg/ml Glucokinase, hergestellt in Beispiel 1, in 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM 
NaCl, 10 mM DTT, und 50 mM Glucose. Das Fallungsmittel bestand aus 22,5% PEG10000, 0,1 M Tris pH 7,08, 10 mM 
DTT, 20% Glucose; die Fallungslosung enthielt Saalkri ski lie fur die Mikrosaat der Tropfchen. Kristalle erschienen in den 
Tropfchen nachdem die Kristallisationsplatten bei 4°C stehen gelassen wurden. 

45 

Beispiel 3 

Erzeugung des Co-Kristalls mit 3-Cyclopentyl-2-Pyridin-4-yl-N-thiazol-2-yl-propi(.inuniid 

50 3(a) 

[0044] 4 ul Glucokinase und 4 ul Fallungsmittel wurden vermischt und gegen die Fallungslosung bei 4°C aquilibriert. 
Die Glucokinaselosung bestand aus 13 mg7 ml Glucokinase, hergestellt in Beispiel 1, in 20 mM Tris pH 7,0, 50 mM 
NaCl, 10 mM DTT, 50 mM Glucose, und dem Glucokinaseaktivator 3-Cyclopentyl-2-Pyridin-4-yl-Nthiazol-2-yl-pro- 
55 pionamid bei cincr fiinffachen Konzcntration von derjenigen des Proteins. Das Fallungsmittel bestand aus 22,5% 
PEG10000, 0,1 M Tris pH 7,08, 10 mM DTT und 20% Glucose. Kristalle erschienen in den Tropfen, nachdem die Kri- 
stallisationsplatten bei 4°C stehen gelassen wurden. 

3(b) 

60 

[0045] Alternativ wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden Anderungen: anstelle von 
4 fil Glucokinase und 4 ul Fallungsmittel wurden jeweils 2 ul verwendet; die Glucokinaselosung enthielt 11 mg/ml Glu- 
cokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von pH 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 
22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurden 18% PEG8000 verwendet; die Fallungsmittellosung enthielt Saatkristalle 
65 fur die Mikrosaat der Tropfchen. 



6 



DE 102 59 786 A 1 



3(c) 

[0046] Bei einer anderen Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden Ande- 
rungen: anstelle von 4 ul Glucokinase und 4 ul Fallungsmittel wurden jeweils 2 ul verwendet; die Glucokinaselosung 
enthielt 11 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von pH 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 5 
0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurden 20% PEG8000 verwendet; die Fallungsmittel- 
losung enthielt Saatkristallc fur die Mikrosaat dcr Tropfchen. 

3(d) 

to 

[0047] Bei noch einer anderen Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 
Anderungen: anstelle von 4 ul Glucokinase und 4 ul Fallungsmittel wurden jeweils 2 ul verwendet; die Glucokinaselo- 
sung enthielt 12 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von pH 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 
0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurden 16% PEGI0000 verwendet; Glucose war als 
Bestandteil des Fallungsmittels nicht vorhanden; die Fallungsmittellosung enthielt Saatkristalle fiir die Mikrosaat der 15 
Tropfchen. 

3(e) 

[0048] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 20 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 11 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,1 anstelle von 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurden 25% PEG10000 
verwendet. 

3(0 25 

[0049] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle, wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 11 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,1 anstelle pH 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurden 21,25% 
PEG10000 verwendet; anstelle von Fallungsmittel das mit Tris auf pH 7,08 gepuffert wurde, wurdc 1 allungsniillel ver- 30 
wendet, das mit Tris auf pH 7,52 gepuffert wurde. 

3(g) 

[0050] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 35 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthieli I 2 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von Fallungsmittel, das mit Tris auf pH 7,08 gepuffert wurde, wurde 
Fallungsmittel verwendet, das mit Hepes auf pH 6,89 gepuffert wurde; anstelle von 20% Glucose im Fallungsmittel 
wurdc 200 mM Glucose verwendet. 

40 

3(h) 

[0051] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Krislalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 12 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von Fallungsmittel. das mit 0,1 M Tris auf pH 7,08 gepuffert war, 45 
wurde Fallungsmittel verwendet, das mit 0,2 M Amoniumphosphat auf pH 7,03 gepuffert wurde; anstelle von 20% Glu- 
cose im Fallungsmittel wird 200 mM Glucose verwendet. 

3(i) 

50 

[0052] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 10 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von pH 7,0; die 
Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurde 20% PEG10000 
verwendet; anstelle von Fallungsmittel, das mit 0,1 M Tris auf pH 7,08 gepuffert war, wurde Fallungsmittel verwendet, 
das mit 0,2 M Tris auf pH 7,05 gepuffert wurdc; anstelle von 10 mM DTT im Fallungsmittel wurdc 8 mM DTT verwen- 55 
det; Glucose war als Bestandteil im Fallungsmittel nicht vorhanden. 

3© 

[0053] Bei noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 60 
Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 12 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 22,5% PEG10000 als Fallungsmittel wurde 22% PEG8000 ver- 
wendet; Glucose war als Bestandteil des Fallungsmittels nicht vorhanden; die Fallungsmittellosung enthielt Saatkristalle 
fiir die Mikrosaat der Tropfchen. 

65 

3(k) 

[0054] In noch einer weiteren Alternative wurden Kristalle wie in Beispiel 3(a) geziichtet, jedoch mit den folgenden 
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Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 11 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,1 anstelle von 7,0; die Glu- 
cokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; anstelle von 20% Glucose im Fallungsmittel wurden 30% Glucose verwen- 
det. 

5 Beispiel 4 

Erzeugung dcs Co-Kristalls mit N-(5-Brompyridin-2-yl)-2-(3-chlor-4-mcthansulfonyl-phcnyl)-3-cyclopcntyl-propiona- 

10 [0055] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 

9 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,1 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; an- 
stelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator N-(5-Brom- 
pyridin-2-yl)-2-(3-chlor-4-methansulfonyl-phenyl)-3-cyclopeniylpropionainki; anstelle von 20%' Glucose im Fallungs- 
mittel wurden 200 mM Glucose verwendet. 

15 

Beispiel 5 

Erzeugung des Co-Kristalls mit 2-(3-( 'hlor-4-methansulfonylphenyl)-3-cyclopentyl-N-(5-trifluormethyl-pyridin-2-yl)- 
propionamid 

20 

[0056] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 

10 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,1 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; an- 
stelle dcs Glucokinaseaktivators aus Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator 2-(3-Chlor-4- 
methansulfonyl-phenyl)-3-cyclopentyl-N-(5-trifluormethyl-pyridin-2-yl)-propionamid; anstelle von 22,5% PEG10000 

25 als Fallungsmittel wurde 2 1 ,25% PEG 1 0000 verwendet. 

Beispiel 6 

Erzeugung des Co-Kristalls mit (2S)-2-[3-Cyclopeni y l-2-( 3,4-dichlorphenyl)-propionylamino]-thiazol-4-carbonsaure- 
30 methylester 

[0057] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 
!() mg/ml < ilucokinase in Tris Puller bei pi I 7,1 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhallele 0,2 mM EDTA; an - 
stelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinaseaktivator (2S)-2-[3- 
35 Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionylamino]-thiazol-4-carbonsauremethylester; anstelle von 22,5% PEG10000 
als Fallungsmittel wurde 21,25% PEG10000 verwendet; anstelle von Fallungsmittel, das mit Tris auf pH 7,08 gepuffert 
wurde, wurde mit Bistris auf pH 7,0 gepuffertes Fallungsmittel verwendet. 

Beispiel 7 

40 

Erzeugung des Co-Kristalls mit (2S)-{2-[3-Cycfopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionylamino]-thiazol-5-yl}oxoessig- 
saureefhylester 

[0058] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselasung enthielt 
45 10 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7, 1 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; an- 
stelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator (2S)-{2-[3- 
Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionylamino]-thiazol-5-yl}-oxo-essigsaureethylester; anstelle von 22,5% 
PEG 1 0000 als Fallungsmittel wurde 2 1 ,25% PEG 1 0000 verwendet. 

50 Beispiel 8 

Erzeugung des Co-Kristalls mit (2S)- (3-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureidoj-essigsauremethyle- 

55 [0059] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 
9 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; an- 
stelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator (2S)-{3-[3- 
Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido}-essigsauremethylester; anstelle von 20% Glucose im Fallungs- 
mittel wurde 200 mM Glucose verwendet. 

60 

Beispiel 9 

Erzeugung des Co-Kristalls mif (2S)-l-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-3-(3-hydroxypropyl)-harnstoff 

65 [0060] Kristalle wurden wie in Beispiel 3(a) geziichtet, mit den folgenden Anderungen: die Glucokinaselosung enthielt 
14 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; 
anstelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator (2S)-l-[3- 
Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-3-(3-hydroxypropyl)-harnstoff; anstelle von 20% Glucose im Fallungs- 
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mittel wurde 200 mM Glucose verwendet. 

Beispiel 10 

Erzeugung des Co-Kristalls mit (2S )- ( 3- 1 3-( yclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido}-essigsaureethylester 

[0061] Kristallc wurdcn wic in Beispiel 3(a) gcziichtct, mit den folgcndcn Andcrungcn: die Glucokinasclasung cnthiclt 
14 mg/ml Glucokinase in Tris-Puffer bei pH 7,08 anstelle von 7,0; die Glucokinaselosung beinhaltete 0,2 mM EDTA; 
anstelle des Glucokinaseaktivators von Beispiel 3(a) enthielt die Glucokinaselosung den Glucokinseaktivator (2S)-{3- 
[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido}-essigsaureethylester: anstelle von Fallungsmittel, das mit Tris 
auf pH 7,08 gepuffert wurde, wurde mit Tris auf pH 7,05 gepuffertes Fallungsmittel verwendet. 

Beispiel 11 

Synthese von 3-Cyclopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2-yl-propionamid 



[0062] 3-Cyclopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2-yl-propionamid kann unter Verwendung gutbekannter organischer 
Syntheseverfahren nach dem folgenden Reaktionsschema hergestellt werden: 




[0063] 3-Cyclopentyl-2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2-yl-propionamid ist als allosterischer Aktivator der Glucokinase und 
zur Unterstiitzung der Erzeugung von Glucokinase-Co-Kristallen niitzlieh. 
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<110> F . Hoffmann - La Roche 

<120> Kiristalle der Glucokinase und Verfahren zu Ihrer Zuchtung 
<130> (3 3007 DE 

<140> US 60/341988 
<141> 2001-12-19 
<150> US 60/341988 
<151> 2001-12-19 
<160> 1 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 692 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> GK 

<222> (229) . . (692) 

<223> 

<300> 

<308> Genbank U13852 
<309> 1994-12-13 
<313> (1)..(228) 
<400> 1 

Met Ser Pro He Leu Gly Tyr Trp Lys lie Lys Gly Leu Val Gin Pro 

1 5 io 15 

Thr Arg Leu Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Glu Lys Tyr Glu Glu His Leu 

20 25 30 

Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg Asn Lys Lys Phe Glu Leu 
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" 40 45 

Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr He Asp Gly Asp Val Lys 

50 55 go 

Leu Thr Gin Ser Met Ala He He Arg Tyr He Ala Asp Lys His Asn 
65 70 75 80 

Met Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg Ala Glu He Ser Met Leu Glu 

85 go 95 

Gly Ala Val Leu Asp He Arg Tyr Gly Val Ser Arg He Ala Tyr Ser 

100 105 no 

Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Phe Leu Ser Lys Leu Pro Glu 

115 . 120 125 

Met Leu Lys Met Phe Glu Asp Arg Leu Cys His Lys Thr Tyr Leu Asn 

130 135 140 

Gly Asp His Val Thr His Pro Asp Phe Met Leu Tyr Asp Ala Leu Asp 
145 ■ 150 155 16Q 

Val Val Leu Tyr Met Asp Pro Met Cys Leu Asp Ala Phe Pro Lys Leu 

165 170 175 

Val Cys Phe Lys Lys Arg He Glu Ala He Pro Gin He Asp Lys Tyr 

180 185 190 

Leu Lys Ser Ser Lys Tyr He Ala Trp Pro Leu Gin Gly Trp Gin Ala 

195 200 205 

Thr Phe Gly Gly Gly Asp His Pro Pro Lys Ser Asp Leu He Glu Gly 

210 215 ' 220 

Arg Gly He His Met Pro Arg Pro Arg Ser Gin Leu Pro Gin Pro Asn 
225 230 235 240 

Ser Gin Val Glu Gin He Leu Ala Glu Phe Gin Leu Gin Glu Glu Asp 

245 250 255 

Leu Lys Lys Val Met Arg Arg Met Gin Lys Glu Met Asp Arg Gly Leu 
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260 265 270 

Arg Leu Glu Thr His Glu Glu Ala Ser Val Lys Met Leu Pro Thr Tyr 

275 280 285 

Val Arg Ser Thr Pro Glu Gly Ser Glu Val Gly Asp Phe Leu Ser Leu 

290 295 300 

Asp Leu Gly Gly Thr Asn Phe Arg Val Met Leu Val Lys Val Gly Glu 
305 310 315 3 20 

Gly Glu Glu Gly Gin Trp Ser Val Lys Thr Lys His Gin Met Tyr Ser 

325 330 335 

He Pro Glu Asp Ala Met Thr Gly Thr Ala Glu Met Leu Phe Asp Tyr 

340 345 350 

He Ser Glu Cys He Ser Asp Phe Leu Asp Lys His Gin Met Lys His 

355 360 365 

Lys Lys Leu Pro Leu Gly Phe Thr Phe Ser Phe Pro Val Arg His Glu 

370 375 380 

Asp He Asp Lys Gly He Leu Leu Asn Trp Thr Lys Gly Phe Lys Ala 
385 / 390 395 400 

Ser Gly Ala Glu Gly Asn Asn Val Val Gly Leu Leu Arg Asp Ala He 

405 41Q 4 i 5 

Lys Arg Arg Gly Asp Phe Glu Met Asp Val Val Ala Met Val Asn Asp 

420 425 430 

Thr Val Ala Thr Met He Ser Cys Tyr Tyr Glu Asp His Gin Cys Glu 

435 440 ' 445 

Val Gly Met He Val Gly Thr Gly Cys Asn Ala Cys Tyr Met Glu Glu 

450 455 460 

Met Gin Asn Val Glu Leu Val Glu Gly Asp Glu Gly Arg Met Cys Val 
465 470 475 480 

Asn Thr Glu Trp Gly Ala Phe Gly Asp Ser Gly Glu Leu Asp Glu Phe 
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485 490 495 

Leu Leu Glu Tyr Asp Arg Leu Val Asp Glu Ser Ser Ala Asn Pro Gly 

500 505 510 

Gin Gin Leu Tyr Glu Lys Leu He Gly Gly Lys Tyr Met Gly Glu Leu 

515 520 525 

Val Arg Leu Val Leu Leu Arg Leu Val Asp Glu Asn Leu Leu Phe His 

530 535 540 

Gly Glu Ala Ser Glu Gin Leu Arg Thr Arg Gly Ala Phe Glu Thr Arg 
545 550 555 560 

Phe Val Ser Gin Val Glu Ser Asp Thr Gly Asp Arg Lys Gin He Tyr 

565 570 575 

Asn He Leu Ser Thr Leu Gly Leu Arg Pro Ser Thr Thr Asp Cys Asp 

580 585 590 

He Val Arg Arg Ala Cys Glu Ser Val Ser Thr Arg Ala Ala His Met 

59 5 600 605 

Cys Ser. Ala Gly Leu Ala Gly Val He Asn Arg Met Arg Glu Ser Arg 

610 615 6 20 

Ser Glu Asp Val Met Arg He Thr Val Gly Val Asp Gly Ser Val Tyr 
625 630 635 640 

Lys Leu His Pro Ser Phe Lys Glu Arg Phe His Ala Ser Val Arg Arg 

645 650 655 

Leu Thr Pro Ser Cys Glu He Thr Phe lie Glu Ser Glu Glu Gly Ser 

660 665 " 670 

Gly Arg Gly Ala Ala Leu Val Ser Ala Val Ala Cys Lys Lys Ala Cys 

675 680 685 

Met Leu Gly Gin 
690 

Patentanspriiche 

1. Kristall der Sauger-Glucokinase, wobei der KristaH die Elementarzell-Dimensionen aufweist: 

a und b sind von 79,02 A bis 80,22 A; 

c ist von 318,03 A bis 325,03 A; 

a und p sind 90°; und 

7isll20°; 

und P6(5)22-Symmetrie hat. 
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2. Co-Kristall der Sauger-Glucokinase und ein Ligand, der an der allosterischen Stelle der Glucokinase gebunden 
ist, wobei der Co-Kristall die Elementarzell-Dimensionen aufweist: 

a und b sind von 79,02 A bis 80,22 A; 
cist von 318,03 A bis 325,03 A; 
a und P sind 90°; und 
7 ist 120°; 

und P6(5)22-Symmctric hat. 

3. Verfahren zur Co-Kristallisation von Sauger-Glucokinase und einem allosterischen Liganden der Glucokinase, 
wobei das Verfahren umfasst: 

(a) Bereitstellen einer gepufferten wassrigen Losung von 9 bis 22 mg/ml der Sauger-Glucokinase; 

(b) Hinzufiigen eines molaren Uberschusses des allosterischen Liganden zur wassrigen Losung der Sauger- 
Glucokinase; und 

(c) Zuchten von Kristallen mittels Dampfdiffusion unter Verwendung einer gepufferten Reservoirlosung zwi- 
schen etwa 10% und etwa 30% PEG, etwa 0% Gew./Vol, und etwa 30% Gew./Vol. Glucose und zwischen 0 
und 20 mM DTT, worin das PEG ein mittleres Molekulargewicht zwischen etwa 1.000 und etwa 20.000 auf- 
weist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin der Schritt (c) des Zuchtens der Kristalle mittels Dampfdiffusion umfasst: 

(a) Aufstreifen der gepufferten wassrigen Losung der Sauger-Glucokinase mit zugesetztem allosterischem Li- 
ganden auf einer Oberftache zur Erzeugung eines verlangerten Tropfchens der Proteinlosung, und 

(b) Aufstreifen von einer etwa gleichen Menge der gepufferten Reservoirlosung iiber das verlangerte Tropf- 
chen der Proteinlosung unter Bildung eines kombinierten Tropfchens, geformt wie der Buchstabe "X". 

5. Co-Kristall nach Anspruch 2, wobei der Ligand ausgewahlt ist aus der Gruppe: 

N-(5-Brompyridin-2-yl)-2-(3-chlor-4-mcthansulfonyl-phcnyl)-3-cyclopcntylpropionamid, 2-(3-Chlor-4-mcthan- 
sulfonyl-phenyl)-3-cyclopentyl-N-(5-trifluormethyl-pyridin-2-yl)-propionamid, (2S}-2-[3-Cyelopentyl-2-(3,4-di- 
chlorphenyl)-propionylamino]-thiazol-4-carbonsauremethylester, (2S)-{2-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)- 
propionylamino]-thiazol-5-yl}oxoessigsaureethylester, (2S)-{3-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dicblorphenyl)-propionyl]- 
ureidoj-essigsauremethylester, (2S)-l-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-3-(3-hydroxypropyl)- 
harnstoff, (2S)-{3-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-ureido)-essigsaureethylester, 3-Cyclopentyl- 
2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2-ylpropionamid. 

6. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei der Ligand ausgewahlt ist aus der Gruppe: 

N-(5-Brompyridin-2-yl)-2-(3-chlor-4-methansulfonyl-phenyl)-3-cyclopentylpropionamid, 2-(3-Chlor-4-methan- 
sulfonyl-phenyl)-3-cyclopentyl-N-(5-trifluormethyl-pyridin-2-yl)-propionamid, (2S)-2-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-di- 
chlorphenyl)-propionylaniino] I hi 4-carbonsauremethylester, (2S)-{2-|3-Cyclopcnl.yl-2-(3,4-dichlorphcnyl)- 
propionylaminoj -thiazol-fi- y 1 } oxoessigsaureethy lester, (2S )- { 3- [3-( 'yclopenty l-2-(3 ,4-dichlorphenyl)-propionylJ - 
ureido}-essigsauremethylester, (2S)-l-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propionyl]-3-(3-hydroxypropyl)- 
harnstoff, (2S)-{3-[3-Cyclopentyl-2-(3,4-dichlorphenyl)-propion\ ! |-ureido}-essigsaureethylester, 3-Cyclopentyl- 
2-pyridin-4-yl-N-thiazol-2- y lpropionamid . 

7. Kristall hergestellt mittels dem Verfahren nach Anspruch 3, 4 oder 6. 

8. Vcrbindung idcntifizicrt durch Analysicrcn der Strukturkoordinat.cn des Co-Kristalls nach Anspruch 2, wobei die 
Verbindung ein Ligand ist, der an der allosterischen Stelle der Glucokinase bindet. 

9. Verbindung 




und ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon. 

10. Arzneimittel, umfassend die Verbindung nach Anspruch 8. 

11. Arzneimittel nach Anspruch 10, worin die Vcrbindung der Vcrbindung nach Anspruch 8 cntspricht. 

12. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 8 oder 9 zur Behandlung von Hyperglykamie bei Typ II Diabetes. 

13. Verbindung nach Anspruch 8 oder 9, zur Verwendung als therapeutischer Wirkstoff, insbesondere zur Reduzie- 
rung von Hyperglykamie bei Typ II Diabetes. 

14. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend das Vermischen einer Verbindung identifiziert durch 
Analysieren der Strukturkoordinaten des Co-Kristalls nach Anspruch 2, wobei die Verbindung ein Ligand ist, der an 
die allosterische Stelle der Glucokinase bindet oder umfassend das Vermischen der Verbindung nach Anspruch 9 
mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager. 



Hierzu 63 Seite(n) Zeichnungen 
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Figur 2: Die Aminosauresequenz des GST-GK Fusionsprotein. Die GST-Sequenz 
wurde dem GenBank Eintrag U13852 entnommen. Der Res. 229 des 
Fusionsproteins ist der erste Rest von GK. 
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ATOM 350 C VAL 49 

ATOM 351 0 VAL 49 

ATOM 352 N LYS 50 

ATOM 353 CA LYS 50 

ATOM 354 CB LYS 50 

ATOM 3 55 CG LYS 50 

ATOM 3 56 CD LYS 5 0 

ATOM 357 CE LYS 50 

ATOM 3 58 NZ LYS 50 

ATOM 359 C LYS 50 

ATOM 360 O LYS 50 

ATOM 361 N MSE 51 

ATOM 362 CA MSE 51 

ATOM 3 63 CB MSE 51 

ATOM 3 64 CG MSE 51 

ATOM 365 SE MSE 51 

ATOM 3 66 CE MSE 51 

ATOM 3 67 C MSE 51 

ATOM 368 O MSE 51 

ATOM 3 69 N LEU 52 

ATOM 370 CA LEU 52 

ATOM 371 C3 LEU 52 

ATOM 372 CG LEU 52 

ATOM 37 3 CD1 LEU 52 

ATOM 374 CD2 LEU 52 

ATOM 375 C LEU 52 

ATOM 37 6 O LEU 52 

ATOM 377 N PRO 5 3 

ATOM 378 CD PRO 53 

ATOM 37 9 CA PRO 53 

ATOM 380 CB PRO " 5 3 

ATOM 3 81 CG PRO 5 3 

ATOM 3 82 C PRO 53 

ATOM 3 83 O PRO 53 

ATOM 3 84 N THR 5 4 

ATOM 335 CA THR 5 4 

ATOM 3 36 CB THR 5 4 

ATOM 3 87 OG1 THR 5 4 

ATOM 388 CG2 THR 54 

ATOM 33 9 C THR 5 4 

ATOM 3 90 O THR 54 

ATOM 3 91 N TYR 55 

ATOM 3 92 CA TYR 55 

ATOM 3:93 CB TYR 55 

ATOM 394 CG TYR 55 

ATOM 395 CD1 TYR 55 

ATOM 3 96 CE1 TYR 55 

ATOM 3 97 CD2 TYR 55 

ATOM 3 98 CE2 TYR '55 

ATOM 3 99 CZ TYR 55 

ATOM 400 OH TYR 55 

ATOM 401 C TYR 55 

ATOM 402 O TYR 55 

ATOM 403 N VAL 56 

ATOM 404 CA VAL 56 

ATOM 405 CB VAL 56 

ATOM 406 CGI VAL 56 

ATOM 407 CG2 VAL 5 6 

ATOM 408 C VAL 5 6 



27.572 45.997 0.929 

27.266 45.474 -0.137 

28.810 45.982 1.422 

29.937 45.385 0.703 

31.250 45.843 1.334 

31.574 47.322 1.091 

30.676 48.249 1.913 

30.865 48.018 3.419 

32.316 48.157 3.792 
30.O12 43.879 0.482 
30.845 43.421 -0.293 
29.171 43.100 1.147 
29.209 41.647 0.967 
28.291 41.257 -0.190 
26.867 41.744 -0.025 

26.148 41.146 1.529 
25.558 39.411 1.085 
30.637 41.180 0.666 
30.928 40.723 -0.437 
31.518 41.295 1.650 
32.920 40.928 1.487 
33.769 41.839 2.357 
33.649 43.319 1.991 
34.222 44.171 3.116 
34.369 43.583 C . 658 
33.273 39.482 1.803 
32.997 38.995 2.893 
33.911 38.774 0.844 
34.270 39.142 -0.540 
34.264 37.375 1.133 
34.807 36.864 -0.204 
34.184 37.825 -1.241 
35.314 37.361 2.239 
36.152 38.271 2.317 
35.255 36.329 3.080 

36.149 36.142 4.226 

35.317 35.951 5.502 
34.589 34.711 5.418 
34.324 37.084 5.659 
37.018 34.834 4.071 
37.657 34.423 5.025 
37.017 34.311 2.877 
37.763 33.089 2.615 
39.249 33.421 2.405 
39.458 34.175 1.101 
39.518 35.571 i . 067 
39.572 36.263 -0.157 
39..467 33.492 -0.117 
39.516 34.172 -1.335 
39.566 35.548 -1.351 
39.575 36.200 -2.568 
37.559 31.956 3.637 
38.314 30.991 3.665 
36.518 32.059 4.459 
36.199 31.006 5.429 
35.483 31.586 5.663 
35.202 30.492 7.669 
36.336 32.660 7.285 
35.249 30.032 4.706 



1.00 37.97 
1.00 38.42 
1.00 36.51 
1.00 34.95 
1.00 35 .51 
1.00 36.68 
1.00 39.05 
1.00 39.54 
1.00 40.04 
1.00 33 .72 
1.00 33 .30 
1.00 33 .02 
1 . 00 32 .08 
1. 00 34 .01 
1.00 36. -03 
1.00 40.73 
1.00 37.98 
1.00 30.17 
1.00 30.22 
1.00 28.96 
1.00 27.43 
1.00 28 .05 
1.00 28.52 
1.00 28.77 
1.00 28.75 
1.00 26.61 
1.00 25.26 
1.00 27.04 
1.00 25.69 
1.00 27.99 
1.00 26.92 
1.00 25.77 
1 . 00 28 . 40 
1.00 28.36 
1.00 29.46 
1.00 30.53 
1.00 29.48 
1 . 00 27 . 97 
1.00 29.42 
1.00 31.60 
1.00 32 .25 
1.00 32 .63 
1.00 34.41 
1.00 33 . 07 
1.00 32.58 
1.00 32.44 
1.00 32.48 
1 .00 31.97 
1.00 31.83 
1.00 32.18 
1.00 32.67 
1.00 36.06 
1.00 37.61 
1.00 38.03 
1.00 39.87 
1.00 38.75 
1.00 38 .10 
1.00 38.76 
1.00 42.20 
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Figur 4 
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ZEICHNUNGEN SEITE 13 Nummer: DE10259786A1 

IntCI. 7 : C 12 N 9/12 

Offenlegungstag: 17. Juli 2003 



Figur 4 

ATOM 527 C ASP 

ATOM 52 8 0 ASP 

ATOM 52 9 N LEU 

ATOM 53 0 CA LEU 

ATOM 531 CB LEU 

ATOM 532 CG LEU 

ATOM 53 3 CD1 LEU 

ATOM 534 CD2 LEU 

ATOM 535 C LEU 

ATOM 53 6- 0 LEU 

ATOM 5 37 N GLY 

ATOM 53 8 CA GLY 

ATOM 53 9 C GLY 

ATOM 5 40 0 GLY 

ATOM 541 N GLY 

ATOM 542 CA GLY 

ATOM 543 C GLY 

ATOM 544 0 GLY 

ATOM 54 5 N THR 

ATOM 546 CA THR 

ATOM 547 CB THR 

ATOM 54 8 OG1 THR 

ATOM 549 CG2 TKR 

ATOM 550 C THR 

ATOM 551 O THR 

ATOM 5 52 N ASN 

ATOM 553 CA ASN 

ATOM 554 CB ASN 

ATOM 555 CG ASN 

ATOM 55 6 OD1 ASN 

ATOM 557 ND2 ASN 

ATOM 5 58 C ASN 

ATOM 559 O ASN 

ATOM 560 N PHE 

ATOM 561 CA PHE 

ATOM 562 CB PHE 

ATOM 5 63 CG PHE 

ATOM 5 64 CD1 PHE 

ATOM 565 CD2 PHE 

ATOM 566 CEi PHE 

ATOM 5 67 CE2 PHE 

ATOM 5 68 CZ PHE 

ATOM 5 69 C PHE 

ATOM 570 O PHE 

ATOM 571 N ARG 

ATOM 572 CA ARG 

ATOM 573 CB ARG 

ATOM 574 CG ARG 

ATOM 57 5 CD ARG 

ATOM 576 NE ARG 

ATOM 577 CZ ARG 

ATOM 57 8 NK1 ARG 

ATOM 579 NH2 ARG 

ATOM 580 C ARG 

ATOM 581 O ARG 

ATOM 582 N VAL 

ATOM 58 3 CA VAL 

ATOM 5 84 CB VAL 

ATOM 5 85 CGI VAL 



72 40.819 42.962 

72 40.247 43.530 

73 41.312 43.613 
73 41.193 45.060 
73 42.199 45.603 
73 42.160 47.096 
73 42.358 47.902 
73 43.223 47.421 
73 39.764 45.392 

73 38.909 44.507 

74 39.504 46.655 
74 38.177 47.058 
74 37.285 47.420 

74 36.476 48.348 

75 37.428 46.668 
75 36.621 46.925 
75 37.020 48.230 

75 37.824 49.005 

76 36.452 48.481 
76 36.759 49.697 
76 35.905 49.776 
76 36.361 48.791 
76 34.425 49.505 
76 38.238 49.651 

76 39.005 50.595 

77 38.622 48.528 
77 39.987 48.309 
77 40.015 47.966 
77 39.346 49.027 
77 39.656 50.219 
77 '38.431 48.596 
77 40.547 47.149 

77 39.795 46.303 

78 41.856 47.123 
78 42.526 46.051 
78 43.887 46.514 
78 44.684 45.420 
78 44.347 44.956 
78 45.741 44.818 
78 45.051 43.899 
78 46.450 43.763 
78 46.103 43.301 
78 42.732 44.893 

78 43.065 45.100 

79 42.528 43.675 
79 42.706 42.504 
79 41.367 41.819 
79 41.-481 40.637 
79 40.221 39.819 
79 39.062 40.646 
79 37.818 40.266 
79 37.586 39.071 
79 36.812 41.080 
79 43.663 41.522 

79 43.926 41.619 

80 44.180 40.590 
80 45.114 39.557 
80 46.576 39.947 
80 47.491 38.779 



19.258 1.00 48.98 

20.187 1.00 48.82 

18.214 1.00 49.73 

18.117 1.00 51.48 

17.096 1.00 50.80 

16 .774 1.00 50.07 

18.045 1.00 50.10 

15.738 1.00 49.97 

17.687 1.00 52.93 

17.628 1.00 52.38 
17.401 1.00 54.88 
16.983 1.00 56.88 
18.148 1.00 58.48 

18 . 071 1. 00 58.31 

19 .233 1.00 60.27 
20.410 1.00 62.46 
21.074 1.00 63.75 
20.536 1.00 64.06 

22 .248 1.00 64.50 
22.991 1.00 65.42 

24.266 1.00 66.28 
25.203 1.00 67.43 
23.938 1.00 66.14 

23 .385 1.00 65.25 
23.152 1.00 65.01 
23 .980 1.00 64.74 
24.412 1.00 64.17 
25 . 903 1 .00 65.44 
26.765 1.00 66.47 
26.663 1.00 67 .13 

27.629 1.00 66.65 
23.603 1.00 63.19 
23.120 1.00 62.53 
23.446 1.00 62.14 
22. 70S 1.00 61.12 
22 .172 1 . 00 61 .81 
21.516 1.00 62.50 
20.245 1.00 62.81 
22.189 1.00 62.99 
19.655 l.OO 62.72 
21 . 607 1 . 00 63 .38 
20.336 1.00 63.01 
23.668 1.00 60.09 
24.834 1.00 60.08 
23.184 1.00 58.63 
24.025 1.00 57.40 
24.280 1.00 57.06 
25.222 1.00 57.49 
25.219 1.00 57.47 
25.504 1.00 57.16 

25.267 1.00 57.69 
24.738 1.00 57.38 
25.555 1.00 58.45 
23.368 1.00 56.71 
22.170 1.00 57.24 
24.167 1.00 55.50 
23.724 1.00 54.27 
23.995 1.00 54.31 
23.674 1.00 54.49 
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ZEICHNUNGEN SEITE 14 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE102 59 786 A1 
C 12 N 9/12 

17. Juli 2003 



Figur 4 

ATOM 586 CG2 VAL 80 

ATOM 587 C VAL 80 

ATOM 588 0 VAL 80 

ATOM 589 N MSE 81 

ATOM 590 CA MSE 81 

ATOM 591 CB MSE 81 

ATOM 592 CG MSE 81 

ATOM 593 SE MSE 81 

ATOM 594 CE MSE 81 

ATOM 595 C MSE 81 

ATOM 596 0 MSE 81 

ATOM 597 N LEU 82 

ATOM 598 CA LEU 82 

ATOM 599 CB LEU 82 

ATOM 600 CG LEU 82 

ATOM 6 01 CD1 LEU 82 

ATOM 602 CD2 LEU 82 

ATOM 603 C LEU 82 

ATOM 604 O LEU 82 

ATOM 605 M VAL 83 

ATOM 606 CA VAL 83 

ATOM 607 CB VAL 83 

ATOM 608 CGI VAL 8 3 

ATOM 609 CG2 VAL 8 3 

ATOM 610 C VAL 83 

ATOM 611 O VAL 83 

ATOM 612 N LYS 84 

ATOM 613 CA LYS 84 

ATOM 614 CB LYS 84 

ATOM 615 CG LYS 84 

ATOM 616 CD LYS 8 4 

ATOM 61.7 CE LYS 84 

ATOM 618 NZ LYS 84 

ATOM 619 C LYS 84 

ATOM 620 O LYS 84 

ATOM 621 N VAL 8 5 

ATOM 622 CA VAL 85 

ATOM 623 CB VAL 85 

ATOM 624 CGI VAL 8 5 

ATOM 625 CG2 VAL 8 5 

ATOM 626 C VAL 8 5 

ATOM 627 O VAL 85 

ATOM 628 N GLY 8 6 

ATOM 629 CA GLY 86 

ATOM 630 C GLY 8 6 

ATOM 631 O GLY 86 

ATOM 632 N GLU 87 

ATOM 633 CA GLU 87 

ATOM 634 CB GLU -87 

ATOM 635 CG GLU 87 

ATOM 63 6 CD GLU 87 

ATOM 637 OE1 GLU 87 

ATOM 638 OE2 GLU 87 

ATOM 639 C GLU 87 

ATOM 64 0 O GLU 87 

ATOM 641 N GLY 88 

ATOM 642 CA GLY 88 

ATOM 643 C GLY 88 

ATOM 644 O GLY 83 



46.960 41.158 23.166 1.00 54.39 
44.806 38.327 24.555 1.00 54.04 
44.517 38.447 25.738 1.00 53.31 
44.881 37.144 23.957 1.00 54.52 
44.568 35.935 24.703 1.00 54.59 
43.053 35.804 24.828 1.00 57.08 
42.300 36.025 23.520 1.00 60.39 
40.534 36.437 23.792 1.00 65.62 
39.999 34.926 24.679 1.00 62.03 
45.142 34.645 24.146 1.00 53.56 
45.598 34.582 23.007 1.00 52.99 
45.096 33.611 24.978 1.00 52.63 
45.602 32.292 24.638 1.00 51.86 
46.660 31.863 25.665. 1.00 52.75 
47.261 30.455 25.542 1.00 53.22 
48.562 30.521 24.736 1.00 52.42 
47.523 29.882 26.937 1.00 53.00 
44.461 31.286 24.650 1.00 51.18 
43.718 31.186 25.632 1.00 51.20 
44.333 30.535 23.563 1.00 50.58 
43.292 29.522 23.448 1.00 50.00 
42.274 29.887 22.362 1.00 49.63 
41.213 28.794 22.262 1.00 49.26 
41.660 31.244 22.670 1.00 48.32 
43.914 28.187 23.080 1.00 50.53 
44.759 28.122 22.192 1.00 50.93 
43.496 27.127 23.763 1.00 51.05 
44.017 25.788 23.504 1.00 51.89 
44.338 25.061 24.826 1.00 51.79 
44.716 23.581 24.659 1.00 51.85 
44.951 22.870 26.009 1.00 51.58 
46.429 22.843 25.422 1.00 50.92 
47.041 24.198 26.592 1.00 50.33 
42.997 24.983 22.708 1.00 52.68 
42.115 24.327 23.282 1.C0 53.00 
43.124 25.038 21.383 1.00 52.91 
42.224 24.319 20.488 1.00 52.70 
42.399 24.805 19.048 1.00 51.79 
41.302 24.232 18.176 1.00 52.19 
42.389 26.319 19.017 1.00 51.59 
42.525 22.823 20.548 1.00 53.51 
43.637 22.389 20.243 1.00 53.87 
41.534 22.037 20.952 1.00 54.38 
41.726 20.603 21.053 1.00 55.35 
40.901 19.810 20.060 1.00 56.21 
40.136 20..370 19.278 1.00 55.63 
41.050 18.493 20.106 l.OO 57.81 
40,339 17.611 19.195 1.00 59.64 
41.290 16.529 18.673 1.00 60.88 
40.680 15.648 17.611 1.00 62.26 
40.215 16.457 16.423 1.00 63.21 
41.072 16.931 15.644 1.00 63.20 
38.989 16.631 16.278 1.00 64.58 
39.133 16.959 19.859 1.00 60.12 
39.271 16.187 20.810 1.00 60.00 
37.948 17.273 19.347 1.00 60.93 
36.735 16.707 19.902 1.00 61.61 
35.840 16.120 18.833 1.00 62.11 
36.038 16.346 17.638 1.00 61.67 
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ZEICHNUNGEN SEITE 15 
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Figur 4 

ATOM 645 N GLU 

ATOM 646 CA GLU 

ATOM 647 CB GLU 

ATOM 643 CG GLU 

ATOM 64.9 CD GLU 

ATOM 650 OE1 GLU 

ATOM 651 OE2 GLU 

ATOM 65 2 C GLU 

ATOM 653 0 GLU 

ATOM 654 N GLU 

ATOM 655 CA GLU 

ATOM 656 CB GLU 

ATOM 657 CG GLU 

ATOM 658 CD GLU 

ATOM 659 OE1 GLU 

ATOM 660 OE2 GLU 

ATOM 6 61 C GLU 

ATOM 662 0 GLU 

ATOM 6 63 N GLY 

ATOM 664 CA GLY 

ATOM 665 C GLY 

ATOM 66 6 0 GLY 

ATOM 6 67 N GLN 

ATOM 668 CA GLN 

ATOM 6 69 CB GLN 

ATOM 67 0 CG GLN 

ATOM 671 CD GLN 

ATOM 67 2 OE1 GLN 

ATOM 673 NE2 GLN 

ATOM 67 4 C GLN 

ATOM 67 5 O GLN 

ATOM 67 5 N TRP 

ATOM 67 7 CA TRP 

ATOM 67 8 CB TRP 

ATOM 67 9 CG TRP 

ATOM 680 CD2 TRP 

ATOM 681 CE2 TRP 

ATOM 682 CE3 TRP 

ATOM 683 CD1 TRP 

ATOM 684 NE1 TRP 

ATOM 685 CZ2 TRP 

ATOM 686 CZ3 TRP 

ATOM 687 CH2 TRP 

ATOM 688 C TRP 

ATOM 689 O TRP 

ATOM 690 N SER 

ATOM 691 CA SER 

ATOM 692 CB SER 

ATOM 693 OG SER 

ATOM 694 C SER 

ATOM 695 O SER 

ATOM 696 N VAL 

ATOM 697 CA VAL 

ATOM 698 CB VAL 

ATOM 699 CGI VAL 

ATOM 7 00 CG2 VAL 

ATOM 701 C VAL 

ATOM 702 O VAL 

ATOM 703 N LYS 
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19.274 1.00 62.79 
18 .372 1.00 63 .90 
19.203 1.00 63.50 

20.275 1.00 62.64 

21.203 1.00 62.46 
22.019 1.00 62.39 
21.128 1.00 62.11 
17.325 1.00 65.16 
17.634 1.00 64.98 
16.087 1.00 66.03 
14.958 1.00 66.67 
14.978 1.00 67.21 
14.717 1.00 66.83 
14.869 1.00 67.49 
14.009 1.00 67.17 
15.858 1.00 66.84 
14.871 1.00 66.91 
14.080 1.00 66.74 
15.671 1.00 67.05 
15.628 1.00 67.38 
16.201 1.00 S7.42 
15.708 1.00 68.24 
17.246 1.00 65.86 
17.929 1.00 65.93 
16 .924 1.00 65.17 
16.159 1.00 65.24 
14.750 1.00 65.57 
14.007 1.00 65.37 
14.367 1.00 66.54 
18.920 1.00 65.21 
18.530 1.00 65.44 

20.204 1.00 63.62 
21.261 1.00 61.51 
22.626 1.00 62.77 
22.857 1.00 63.86 
23.637 1.00 64 . 17 
23 . 645 1.00 64.21 
24.336 1.00 64.11 
22.424 1.00 63 . 84 
22.897 1.00 63.69 
24.324 1.00 64.43 
25.009 1.00 64.63 
24.999 1.00 64.71 
21.248 1.00 59.53 
20.474 1.00 59.18 
22.106 1.00 57.94 
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